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 認知症者のなかで AD患者は大部分を占め、こうした AD患者の赤血球膜に過酸化
リン脂質の異常な蓄積を認めた。この蓄積を防ぐために、当研究室の Nakagawaらは、













ル）のヒトによる摂取試験が行われ、1日に 6 mg、または 12 mg分のアスタキサンチ
ンを 12 週間継続して摂取することで赤血球膜過酸化リン脂質濃度が有意に低下する
























































































































































































 アスタキサンチンカプセルは、アスタキサンチン含有量が 0 mg、1 mg、3 mgの 3
種類を用意した（A群：アスタキサンチン 1 mg含有サプリメント、B群：アスタキ
サンチン 3 mg含有サプリメント、C群：プラセボサプリメント）。0 mgアスタキサン
チン含有カプセル（プラセボ）は、コーン油 60 mg、オリーブ油 160 mg、ビタミン E 
30 mgである。1 mgアスタキサンチン含有カプセルは、ピュアスタオイル 50（ヤマ
ハ発動機）20 mg、オリーブ油 200 mg、 ビタミン E 30 mgである。3 mgアスタキサ
ンチン含有カプセルは、ピュアスタオイル 50が 60 mg、オリーブ油 160 mg、ビタミ







 40歳以上 69歳以下の男性で、総コレステロール値が 200 mg/dl～260 mg/dl、または





 各群の被験者にアスタキサンチン含有量が 0 mg、1 mg、3 mgのカプセルを 12週間
毎日朝食後に 1粒摂取してもらった。血液採取は、摂取前（Visit-1）、摂取 4週後（Visit-2）、
摂取 12週間後（Visit-3）に行った。血液はヘパリン採血により 10 mLを得た。採血
後の血液は、速やかに遠心（1,000 g、10min、4℃）し、血漿と赤血球に分離した。赤
血球を洗浄するために、5容（25 mL）の生理的リン酸緩衝液（pH 7.4）を加え遠心（2,300 




 赤血球の総脂質は Roseらの方法を改変して抽出した 12)。すなわち、Packed cells 1.0 
10 
 
mLを 50 mLのねじ口ガラス遠沈管に入れ、0.1 mM EDTA-2Na水溶液を 1.0 mL加え
て静かに攪拌した。15分氷中に放置後、イソプロパノール 10 mL（抽出の際の抗酸化
剤として 0.004 % dibutylhydroxytoluene（BHT）を含む）を加えて静かに攪拌した。30






















 HPLCポンプ：PU-2080 Plus（JASCO） 
 HPLCカラム：Finepak SIL-NH2-5, 4.6 mmID×250 mm（JASCO） 
 移動相：2-プロパノール/メタノール/水（135：45：20、v/v/v）流速：1.0 mL/min 
 カラムオーブン：CO-2065 Plus（JASCO） 温度：40℃ 
 発光試薬：50 μMホウ酸緩衝液（pH 10）に 2 μMのルミノール（和光純 






 赤血球のカロテノイドの抽出は、Miyazawaらの方法と同様に行った 10)。即ち、2 mL
の Packed cellsに水 2 mLを加え、赤血球を溶血させ、80 mMピロガロール（エタノー
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ル溶液）を 4 mL加えた。更に、1 μMエキネノン（エタノール溶液、カロテノイド内
部標準）を 50 μLと 1.8 M水酸化カリウム（KOH）水溶液を 0.8 mL、0.1 Mドデシル
硫酸ナトリウム（SDS）水溶液を 1 mL加えた。ヘキサン/ジクロロメタン（5:1、v/v、




トン（2:1、v/v）3 mLに溶解させ、不純物を除去するために Sep-Pak® Plus Silica Cartridges
（Waters）に供した。さらに 7 mL のヘキサン/アセトン（2:1、v/v）を流し、溶離液
10 mL を回収した。窒素下で溶媒を除去して得られた残渣をメタノール/メチル tert-




 血漿のカロテノイド、トコフェロールの抽出は Lyan らの方法と Broekmans らの方
法を改変して次のように行った 16,17)。血漿 0.5 mLを 10 mLねじ口試験管に分注し、
水を 0.5 mL加えた。タンパク質を沈殿させるためにエタノール 1 mLを試験管に加え、

















 カラム：C30 Carotenoid（5 μm、4.6 x 250 mm、YMC）、温度：30℃ 
 ポンプ：PU-2089 PLUS（JASCO） 流速：1 mL/min 
 検出器：UV-2075 PLUS（JASCO） 









  時間 0 12 24 38 40 （分） 
  A 90 55 0 0 90 （%） 




1.2.9.1. MS/MSへの infusionとMRM条件の確立 
 検出器は、4000 Q TRAP® LC/MS/MS システム（Applied Biosystems、Foster City、
CA、USA）を用いた。アスタキサンチン標品を 5 μM の濃度になるようメタノール/
メチル tert-ブチルエーテル（2:3、v/v）に溶解し、ガラスシリンジとシリンジポンプ
を用い、4000 Q TRAP MS/MSに 10 μL/minの速度で導入した。この際、1 mL/minの
移動相（A:B=90:10）も一緒にMS/MSに連続注入した。MS/MSのイオンソースは Turbo 
Spray（APCI）、測定は Positive modeで行い、測定範囲は m/z 400–600、スキャンタイ
ムは 1秒に設定した。 
 上記で検出された[M+H]+ （Positive mode）のイオンを対象に、4000 Q TRAPの制
御ソフトである Analyst（ver. 1.4.2）に付属の自動 MRM 構築機能である Quantitative 
Optimizationを用い、MRMに用いるプリカーサーイオンとプロダクトイオンのペアを
選択、プロダクトイオンの生成量を最大にするために Declustering Potential（DP）、
Entrance Potential（EP）、Collision Energy（CE）、Collision Cell Exit Potential（CXP）を
最適化した。 
 次に、アスタキサンチンのイオン化の最適条件を、同じく Quantitative Optimization














 カラム：C30 Carotenoid（5 μm、4.6 x 250 mm、YMC） 
 カラムオーブン：CTO-20A（SHIMADZU） 温度：30℃ 
 ポンプ：LC-20AD（SHIMADZU） 流速：1 mL/min 
 移動相 A：MeOH/MTBE/H2O = 83:15:2（v/v/v、3.9 mM 酢酸アンモニ 
ウムを含む） 




  時間 0 12 24 38 40 （分） 
  A 90 55 0 0 90 （%） 
  B 10 45 100 100 10 （%） 
 
1.2.10. 統計処理 
 実験データの統計処理は IBM SPSS Statistics Ver. 19（IBM Inc.）を使用した。Two-way 
mixed model analysis of variance（ANOVA）を赤血球カロテノイドと赤血球 PCOOHの





































































































Fig. 1.3 Typical multiple reaction monitoring (MRM) chromatograms of standard astaxanthin  
(1 pmol, A) and human erythrocyte astaxanthin (10 µL of erythrocyte extract 







































































Fig. 1.4 Typical multiple reaction monitoring (MRM) chromatograms of standard astaxanthin  
(1 pmol, A) and human plasma astaxanthin (10 µL of plasma extract, (3 mg/day for 















































































Fig. 1.5 Typical UV-HPLC Chromatograms for Standard Carotenoids (100 pmol, A) and  
Human Plasma Carotenoids (50 µL of the Plasma Extract, B). The carotenoids were  
analyzed by UV-HPLC at 463 nm in a C30 column.  The peaks are identified as  
follow: 1, lutein; 2, zeaxanthin; 3, β-cryptoxanthin; 4, echinenone (internal 











































Table 1.1 Absorption cofficients and UV/Vis spectroscopic data of carotenoids18). 
 
Carotenoid MW λmax(nm) A1% εmol Solvents
Lutein 569 445 2550 145070 Ethanol
Zeaxanthin 569 450 2480 141087 Ethanol
β-Cryptoxanthin 553 450 2460 136013 Hexane
α-Carotene 537 445 2710 145500 Hexane
β-Cryptoxanthin 537 450 2592 139164 Hexane
Lycopene 537 470 3450 185231 Hexane













































Curtain Gas 10 psi
Collision Gas 2 psi
Ion Spray Voltage 5000 V
Temperature 400 °C
Ion source Gas 1 30 psi
DP; Declustering potential, EP; Entrance potential, CE; Collision energy, CXP; Collision cell exit potential
Compound Q1 mass (amu) Q3 mass (amu) DP (V) EP (V) CE(V) CXP (V)




















































Mean SD Mean SD Mean SD group×week
Astaxanthin 0 week 0.9 0.7 0.5 0.6 0.9 0.7
4 0.2a 0.2 0.8a 0.8 2.5b 2.3 p <0.001
12 0.8a 0.9 0.2a 0.1 2.9b 2.1
Lutein 0 week 37.6 27.8 28.9 21.5 59.7 40.4
4 28.1 11.6 18.3 13.1 23.2 9.5 n.s.*
12 31.7 16.9 36.1 11.1 32.5 17.6
β-Cryptoxanthin 0 week 13.0 11.0 8.5 11.4 14.8 3.4
4 4.8 2.3 3.0 1.8 5.6 6.5 n.s.*
12 5.0 1.7 4.8 3.2 8.7 3.5
Zeaxanthin 0 week 11.3 8.6 5.0 4.5 10.6 7.3
4 5.0 1.7 2.9 1.4 3.7 1.9 n.s.*
12 4.4 1.7 6.6 3.9 5.0 2.0
β-Carotene 0 week 3.2 2.3 3.8 2.4 4.5 3.5
4 3.6 1.9 3.8 1.6 3.9 2.5 n.s.*
12 4.2 1.0 5.0 2.0 4.7 1.3
      y y   j   pp   
* : not significant.
0 mg (n=10)Astaxanthin supplemented / day 1 mg (n=10) 3 mg (n=10)
Parameters
Carotenoids (nM/packed cells)
Mean values with different alphabets are significantly different (p <0.05) in the 2-way mixed model  ANOVA with Bonferroni post-hoc test.
Table 1.3 Carotenoid concentrations of erythrocytes in subjects after supplementation of astaxanthin  










































Table 1.4 Plasma carotenoid concentrations in subjects before and after supplementation of  
astaxanthin (1 or 3 mg/day)19). 
 
 
Mean SD Mean SD
Astaxanthin 0 week 0.4 0.5 0.7 1.2
4 12.3** 9.3 14.4* 18.9
12 18.9*** 9.8 62.4*** 25.3
β-Carotene 0 week 604.0 299.1 735.7 486.7
4 397.7* 268.4 443.4 363.9
12 535.8 276.9 392.7 309.9
Lutein 0 week 246.1 116.2 318.7 190.3
4 260.8 152.1 317.0 227.0
12 310.5 125.1 342.4 210.4
Lycopene 0 week 252.6 155.7 271.8 165.8
4 139.1* 78.4 187.0 167.8
12 230.9 121.6 156.7 70.5
α-Carotene 0 week 165.9 127.8 170.1 145.0
4 157.8 114.4 145.1 128.5
12 161.5 78.9 108.4 65.5
β-Cryptoxanthin 0 week 122.1 75.8 111.9 61.4
4 89.3 73.9 94.9 101.7
12 110.1 87.0 80.1 50.9
Zeaxanthin 0 week 35.9 11.7 61.6 43.0
4 32.5 17.5 47.2 38.0
12 45.9 16.7 41.6 26.3
** Mean values are significantly different in the paired t  test between 0 week and 4 week, p <0.01.
*** Mean values are significantly different in the paired t  test between 0 week and 12 week, p <0.001.
Astaxanthin supplemented / day 1 mg (n=10) 3 mg (n=10)
Carotenoids (nmol/L plasma)










































Mean SD Mean SD Mean SD
   0 week 71.2 51.9 58.8 38.6 57.8 37.1 n.s.*
   4 week 36.9 18.2 74.7 65.4 54.7 39.9 n.s.*
   12 week 57.1 40.6 94.5 91.6 84.3 59.3 n.s.*
* : not significant.
2-way ANOVA
group × week
1 PLOOH is a combined value of phosphatidylcholine hydroperoxide (PCOOH) and phosphatidylethanolamine hydroperoxide (PEOOH).
Astaxanthin supplemented / day 0 mg (n=10) 1 mg (n=10) 3 mg (n=10)
Parameters
PLOOH (nM/packed cells)1
   p p  y p  ( )   y y   j   pp   
Table 1.5 Phospholipid hydroperoxide (PLOOH) concentrations of erythrocytes in subjects after  








チンの摂取量を 1日に 3 mg、または 1 mgに減らすという条件で行った 19,20)。まず、
赤血球のアスタキサンチン濃度について考察すると、アスタキサンチンを 1 mg摂取
した群では 12 週間摂取を続けても赤血球アスタキサンチン濃度の上昇は確認できな
かった（Table 1.3）。一方、アスタキサンチンを 3 mg摂取した群では摂取 4週間後の
時点でその濃度が摂取前より有意に上昇したことから、赤血球のアスタキサンチンを
補給できる可能性が示唆されたが、12 週間摂取を継続してもその濃度はわずか 2 
pmol/mL packed cellsであった。過去の報告で過酸化リン脂質の低下を確認できた赤血
球アスタキサンチンの濃度は約 50 pmol/mL packed cellsであったので、殆ど補給がで
きていないと考えられた。赤血球過酸化リン脂質の濃度も今回の試験で行われた摂取
量ではどの期間、どの摂取量でも低下は確認できなかった（Table 1.5）。次に、血漿に
ついて考えると、アスタキサンチンを 1 mg摂取した群、3 mg摂取した群のどちらも
摂取期間が長くなるほど血漿アスタキサンチン濃度は有意に上昇した（Table 1.4）。し
かし、その上昇値は最大でも 60 pmol/mL plasma（3mg摂取の群で 12週間後の血漿）



















は 3.6 mgしか含まれていないことが報告されている 21)。そして、よく日常目にする
24 
 



























































で 6 g分のクロレラタブレット（15 mg分のルテインを含む）を摂取し、血清中ルテ










に与える影響を明らかにしようとした。実験は 2ヶ月間単群摂取試験での 9 g分のク








た「Biorinck®」を使用した。被験品の形状はクロレラ粉末を 1粒が 200 mgのタブレ
ット型に成形したものであり、乾燥クロレラ 100%品である。被験品は試験開始前に
カロテノイドとトコフェロールを抽出し、UV-HPLC、FL-HPLC で濃度の測定を行い
1粒（200 mg）にはカロテノイドとしてルテイン 0.71 mg、ゼアキサンチン 0.06 mg、
α-カロテン 0.01 mg、β-カロテン 0.03 mgを含み、ビタミン Eとして α-トコフェロール







（ethics no. PMKK-2011-001）で行われた。被験者は、29～61歳の 20名の健常者ボラ
ンティアで行われ、2ヶ月間毎日クロレラタブレット（カロテノイドとしてルテイン
10.67 mg、ゼアキサンチン 0.99 mg、α-カロテン 0.12 mg、β-カロテン 0.53 mg含み、
ビタミン Eとして α-トコフェロール 0.53 mgを含む）を 1日に 15粒を 3回（朝食後、
昼食後、夜食後、計 45粒）摂取した。従って、1日分のクロレラ摂取量は 9 g（32 mg 












血漿 0.5 mLを 10 mLねじ口試験管に分注し、水を 0.5 mL加えた。タンパク質を沈殿
させるためにエタノール 1 mLを試験管に加えた。4 μM内部標準エキネノン、500 μM




v/v、0.02% BHTを含む）100 μLに再溶解させ、30 μLを UV-HPLC分析に供しカロテ
ノイドの定量を行った。また 50 μLを窒素下で溶媒を除去し、ヘキサン 50 μLに溶解
27 
 








  時間 0 12 20 25 27 （分） 
  A 90 55 0 0 90 （%） 
  B 10 45 100 100 10 （%） 
 
2.1.2.6. 血漿のトコフェロールの測定 








 カラム：ZORBAX RX-SIL（5 μm、4.6 x 250 mm、Agilent） 
 カラムオーブン：CO-965（JASCO） 温度：35℃ 
 ポンプ：PV-2089 PLUS (JASCO) 流速：1 mL/min 流速：1 mL/min 
 移動相：ヘキサン/1,4-ジオキサン/イソプロパノール（988:10:2, v/v/v） 
 蛍光検出器：RF-10AXL (SHIMADZU) 
 励起波長：298 nm 蛍光波長：325 nm 
 記録計：Chrom NAV  (JASCO) 
 
2.1.2.7. 統計処理 



















 （Fig. 2.1）にクロレラ摂取前と摂取 2ヶ月後の同一被験者の赤血球と血漿のカロテ
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Fig. 2.1 (a) UV-HPLC chromatograms of erythrocyte and (b) plasma carotenoids taken  
before (dotted line) and after 2-month supplementation (solid line) of Chlorella  
tablets (9 g Chlorella/day; equivalent to 32 mg lutein/day).  Peaks are identified as  
follows: 1, lutein; 2, zeaxanthin; 3, β-cryptoxanthin; 4, echinenone (internal  









































Fig. 2.2 Correlation between erythrocyte and plasma (a) lutein or (b) β-carotene.  
Open circles, before administration; triangle, 1 month after administration; square,  










































Tocopherol MW λmax(nm) A1% εmol
α-Tocopherol 430.7 292 75.8 3270
β-Tocopherol 416.7 296 89.4 3730
γ-Tocopherol 416.7 298 91.4 3810
δ-Tocopherol 402.7 298 87.3 3520









































Parameters Mean SD Mean SD P
Total protein  (g/dL) 7.1 0.3 7.1 0.3 0.236*
Albumin (g/dL) 4.4 0.2 4.5 0.2 0.001*
Creatine kinase (U/L) 127.7 72.1 118.7 52.5 0.442*
GOT (U/L) 18.7 2.9 18.3 3.4 0.596*
GPT (U/L) 16.1 4.8 16.1 4.8 1.000*
ALP (U/L) 203.3 49.2 219.5 57.0 0.004*
γ-GTP (U/L) 16.7 5.5 17.3 8.2 0.582*
Creatinine (mg/dL) 0.7 0.2 0.8 0.2 0.367*
Urea (mg/dL) 13.5 3.7 14.5 3.5 0.339*
Fasting glucose (mg/dL) 78.8 7.2 77.6 9.1 0.640*
TG (mg/dL) 94.5 43.3 106.5 60.6 0.242*
Total cholesterol (mg/dL) 211.3 31.3 215.2 28.5 0.452*
HDL cholesterol (mg/dL) 62.5 12.4 65.9 13.5 0.022*
LDL cholesterol (mg/dL) 132.6 33.4 132.7 31.1 0.988*
Leucocytes (/μL) 4933.3 701.1 5383.3 873.7 0.011*
Erythrocytes (x104/μL) 463.3 39.6 468.0 33.0 0.000*
Hb (g/dL) 13.9 1.6 14.1 1.4 0.067*
Hematocrit (%) 42.0 4.2 43.4 3.8 0.001*
Platelets (x104/μL) 21.9 3.6 23.6 3.4 0.036*
MCV (fL) 90.6 2.9 92.7 2.9 0.000*
MCH (pg) 29.8 1.3 30.0 1.2 0.155*
MCHC (%) 33.0 0.9 32.4 0.8 0.002*
* Paired t-test among groups.
† Wilcoxon signed-rank test among groups.
Before ingestion 2 month
           
        
Age (years) 49 11
Total number of subjects
Men
Women
Height (cm) 166.0 11.0
Weight (kg) 59.1 15.0
BMI (kg/m2) 21.5 3.2
Systolic blood pressure (mmHg) 115.1 14.0












α-Tocopherol (nmol/mL) 18.1 5.0 31.3 7.0 0.002†
β-Tocopherol (nmol/mL) 0.2 0.1 0.3 0.1 0.012†
γ-Tocopherol (nmol/mL) 3.4 1.3 4.7 1.5 0.007†
Table 2.2 Physical and haematological parameters before and after administration of 











































hanges in carotenoids contents in erythrocytes and plasm
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Analyzed by Spearman's rank correlation coefficient test.
Table 3. Correlations between erythrocytes and  plasma    
carotenoids
 








レットで 15 mgのルテインを含む）で血清中のルテイン濃度は 1.5倍に上昇したこと
を報告しているが、赤血球中のルテイン濃度については報告が無い。一方、凍結乾燥

















れた。クロレラの摂取後に、血漿中のルテイン濃度は最大で 1260 pmol/mL plasmaに








































































 本試験はTESホールディングスの論理委員会の承認の下（ethics no. PMS-2012-001）
で、2ヶ月間のプラセボ対照ヒト二重盲検試験で行われた。本試験で使用した被験品
（クロレラタブレット）は Sun Chlorella A®（サン・クロレラ（株））を使用した。被
験品の形状はクロレラ原末を 95%以上含有する 1粒が 400 mgのタブレットである。
被験品 1粒にはルテイン 1.2 mg、β-カロテン 0.3 mgを含む。また、プラセボ群に使用






に 12名選出された。クロレラ投与群は男性 3名と女性 3名で、被験者は 2ヶ月間毎
日クロレラタブレットを 1日に 10粒を 2回（朝食時、夕食時、計 20粒）摂取した。
従って、1日分のクロレラ摂取量は 8 g（22.9 mg lutein/day）である。血液採取は、摂
取 1ヶ月後と 2ヶ月後にヘパリン採血で行った。得られた血液はその後、速やかに遠
心（1,000 g、10min、4℃）し、血漿と赤血球に分離した。赤血球を洗浄するために、











 血漿の脂質は Folch法に改変を加え抽出した 13)。即ち、0.5 mLの血漿にクロロホル















ち、2 mLの Packed cellsに水 2 mLを加え、赤血球を溶血させ、80 mMピロガロール
（エタノール溶液）を 4 mL 加えた。1 μM エキネノン（カロテノイド内部標準）と
125 μM PMC（トコフェロール内部標準）をそれぞれ 50μL加え、1.8 M水酸化カリウ
ム（KOH）水溶液を 0.8 mL加えた。更に、0.1 Mドデシル硫酸ナトリウム（SDS）水





不純物を除去するために Sep-Pak® Plus Silica Cartridges（Waters）に供した。さらに 7 mL
のヘキサン/アセトン（2:1、v/v）を流し、溶離液 10 mLを回収した。窒素下で溶媒を
除去して得られた残渣をメタノール/メチル tert-ブチルエーテル（2:3、v/v、0.02% BHT
を含む）100 μLに再溶解させた。そのうち 30 μLを UV-HPLC分析に供しカロテノイ
ドの検出を行った。また 50 μLを窒素下で溶媒を除去し、ヘキサン 50 μLに溶解させ、








































 （Table 2.6）にクロレラ摂取前と摂取 1ヶ月後、2ヶ月後の赤血球過酸化リン脂質
濃度（Phospholipid hydroperoxide、PLOOH）とカロテノイド濃度を示した。赤血球過
酸化リン脂質（Phospholipid hydroperoxide、PLOOH）濃度は摂取前で 11.9 pmol/mL 
packed cellsであったが 8g分のクロレラの摂取を 2ヶ月間継続することで 5 pmol/mL 
40 
 






摂取前と比較して摂取 2 ヶ月後では 4.6 倍（49.7 pmol/mL packed cells から 230.7 







































































Mean SD Mean SD P‡
57 7 58 7 0.840
Total number of subjects 6 6
Men 4 3
Women 2 3
Height (cm) 161.9 10.0 161.8 6.8 0.984
Weight (kg) 0 month 59.3 10.4 61.4 11.5 0.747
1 60.0 12.1 61.8 11.2 0.791
2 60.1 12.6 61.7 11.2 0.819
BMI (kg/m2) 0 month 22.5 2.5 23.4 3.4 0.728
1 22.7 2.7 23.5 3.2 0.654
2 22.7 2.7 23.5 3.2 0.681
Systolic blood pressure (mmHg) 0 month 112.2 8.9 130.2 18.6 0.069
1 116.5 12.3 127.8 24.1 0.338
2 110.5 13.9 128.5 31.3 0.239
Diastolic blood pressure (mmHg) 0 month 74.2 9.0 83.3 14.5 0.224
1 75.7 9.8 81.5 12.0 0.380
2 72.5 11.2 82.2 18.4 0.304
Platelets (x104/μL) 0 month 22.9 5.4 23.6 6.8 0.851
1 24.1 5.2 24.9 5.9 0.801
2 24.8 5.3 24.4 6.7 0.900
Leucocytes (/μL) 0 month 4716.7 762.7 4483.3 643.2 0.580
1 4500.0 784.9 5483.3 980.6 0.086
2 4400.0 469.0 4650.0 653.5 0.466
Neutrophil (%) 0 month 64.0 9.8 52.2 10.0 0.065
1 60.7 7.6 60.1 6.9 0.883
2 62.6 7.4 52.9 8.1 0.056
Eosinophil granulocyte (%) 0 month 2.7 2.1 2.5 0.9 0.863
1 2.5 1.5 2.8 1.1 0.676
2 2.5 1.4 3.9 2.5 0.275
Basophil granulocyte (%) 0 month 0.5 0.4 0.6 0.4 0.567
1 0.5 0.3 0.6 0.3 0.783
2 0.6 0.3 0.8 0.4 0.472
Monocyte (%) 0 month 6.0 1.7 5.9 1.0 0.843
1 5.7 1.4 4.7 1.1 0.208
2 5.6 1.4 5.7 1.0 0.910
Erythrocytes (x104/μL) 0 month 466.0 27.0 450.8 35.8 0.428
1 466.8 21.1 455.8 32.6 0.506
2 459.0 30.3 451.8 46.7 0.760
lymphocyte 0 month 26.8 9.6 38.8 9.6 0.057
1 30.6 7.1 31.9 6.9 0.760
2 28.8 6.4 36.8 7.4 0.073
Hb (g/dL) 0 month 14.0 1.3 13.8 1.0 0.756
1 14.2 1.2 14.1 1.1 0.941
2 13.9 1.5 13.8 1.5 0.882
Haematocrit (%) 0 month 42.7 2.9 42.0 2.8 0.680
1 42.9 2.2 42.4 3.0 0.743
2 42.3 3.6 42.3 4.2 1.000
Total bilirubin (mg/dL) 0 month 0.7 0.1 0.7 0.3 0.900
1 0.7 0.2 0.7 0.2 1.000
2 0.6 0.1 0.8 0.3 0.245
MCV (fL) 0 month 91.7 4.6 93.4 4.4 0.535
1 92.1 4.4 93.1 4.6 0.690
2 92.2 5.1 93.7 3.7 0.566
MCH (pg) 0 month 30.0 2.2 30.6 1.4 0.599
1 30.4 2.3 31.0 1.8 0.451
2 32.0 2.5 30.6 1.5 0.274
MCHC (%) 0 month 32.7 1.0 32.7 1.0 0.955
1 33.0 1.2 33.3 0.9 0.588
2 32.9 1.1 32.6 0.9 0.630
‡ Student's t-test among groups.
BMI, body mass index; Hb, hemoglobin; MCV, mean corpuscular volume; MCH, mean corpuscular hemoglobin; 
MCHC, mean corpuscular hemoglobin concentration.
Age (years)
                     
 (     )
Daily chlorella supplementation 0 g (placebo group) 8 g
Parameters
Table 2.4 Physical and haematological parameters before and after a total of 2 months oral  











































Mean SD Mean SD P‡
Total protein  (g/dL) 0 month 7.3 0.3 7.4 0.3 0.474
1 7.4 0.3 7.5 0.2 0.645
2 7.3 0.5 7.3 0.3 0.950
Albumin (g/dL) 0 month 4.4 0.2 4.4 0.3 0.769
1 4.5 0.3 4.4 0.3 0.510
2 4.4 0.4 4.3 0.4 0.785
Creatinine (mg/dL) 0 month 0.7 0.1 0.7 0.2 0.973
1 0.8 0.1 0.7 0.2 0.785
2 0.8 0.1 0.8 0.2 0.973
Homocysteine　(nmol/mL) 0 month 13.8 1.1 15.0 8.0 0.728
1 13.3 1.0 15.0 9.7 0.683
2 13.0 1.4 14.8 7.5 0.579
GOT (U/L) 0 month 24.5 10.5 20.8 3.5 0.447
1 22.5 5.5 21.7 3.7 0.765
2 23.7 3.5 20.5 1.5 0.083
GPT (U/L) 0 month 19.8 9.7 22.0 8.9 0.696
1 20.7 7.1 22.0 7.6 0.761
2 22.7 4.8 21.7 6.2 0.761
LDH (U/L) 0 month 198.2 35.9 191.8 22.6 0.723
1 187.8 23.5 188.3 29.8 0.975
2 189.7 21.5 185.3 22.0 0.737
ALP (U/L) 0 month 181.3 21.0 235.5 34.4 0.011
1 183.0 31.3 254.3 47.2 0.014
2 184.5 39.9 245.7 50.5 0.044
γ-GＴP (U/L) 0 month 26.2 12.7 32.7 14.7 0.433
1 27.0 9.1 34.2 18.1 0.414
2 27.2 11.0 32.3 19.7 0.591
CPK (U/L) 0 month 208.2 234.1 108.2 42.6 0.348
1 139.0 56.7 104.0 63.5 0.338
2 148.3 75.7 90.0 27.6 0.124
Uric acid (mg/dL) 0 month 5.1 1.0 5.2 2.2 0.922
1 5.4 0.7 5.1 1.9 0.743
2 5.7 1.2 5.1 1.5 0.460
Urea (mg/dL) 0 month 13.6 2.7 14.1 4.1 0.804
1 13.6 1.7 12.4 1.6 0.209
2 14.4 2.6 13.6 1.6 0.510
Glucose (mg/dL) 0 month 82.8 7.7 89.3 9.8 0.231
1 83.5 6.1 89.3 9.4 0.236
2 85.3 9.6 89.2 10.9 0.534
Total cholesterol (mg/dL) 0 month 226.0 7.7 219.0 31.3 0.615
1 228.8 11.7 219.3 29.8 0.493
2 225.5 9.9 216.3 30.5 0.510
HDL cholesterol (mg/dL) 0 month 73.0 19.4 58.5 14.5 0.176
1 75.3 17.0 56.0 13.1 0.053
2 73.2 16.7 57.7 14.7 0.119
LDL cholesterol (mg/dL) 0 month 134.7 20.6 135.7 27.9 0.945
1 136.7 24.1 136.7 28.0 1.000
2 136.0 23.1 130.8 25.0 0.718
TG (mg/dL) 0 month 77.2 35.2 124.7 78.8 0.220
1 66.5 13.0 156.0 75.8 0.034
2 62.2 18.7 145.7 94.6 0.084
‡ Student's t-test among groups.
CPK, creatine phosphokinase; TG, triglyceride.
                      
(     )
Daily chlorella supplementation 0 g (placebo group) 8 g
Parameters
Table 2.5 Blood biochemical parameters before and after a total of 2 months oral intake of  










































Table 2.6 Erythrocyte phospholipid hydroperoxides (PLOOH), carotenoids and tocopherol levels  
in the subjects before and after a total of 2 months oral intake of 0 (placebo) or  
8g Chlorella /day/subject (Mean values and standard deviations) 43). 
 
Mean1 SD1 Mean1 SD1 p  †
  PCOOH 0 month 8.2 4.1 8.4 4.2 0.936
1 9.7 8.8 6.6 3.2 0.749
2 4.1 2.2 3.7 1.3 0.936
  PEOOH 0 month 1.1 0.4 3.5 3.8 0.261
1 1.4 0.8 1.2 0.7 0.630
2 1.0 0.9 1.3 1.0 0.336
  PLOOH  (PCOOH+PEOOH) 0 month 9.3 4.3 11.9 5.5 0.423
1 11.1 9.0 7.9 3.7 0.747
2 5.1 2.9 5.0 1.7 0.522
  Lutein 0 month 47.4 13.2 49.7 29.9 0.873
1 54.3 19.8 192.9 122.8 0.109
2 55.5 26.3 230.7 129.4 0.025
  Zeaxanthin 0 month 9.4 5.2 9.2 3.5 1.000
1 8.6 3.0 11.1 7.7 0.631
2 11.2 6.5 7.1 3.1 0.200
  β-Cryptoxanthin 0 month 3.9 2.1 2.0 0.8 0.078
1 4.2 2.9 3.5 1.8 0.522
2 6.5 4.5 7.3 3.9 0.749
  α-Carotene 0 month 0.7 0.7 1.8 2.2 0.262
1 0.8 0.4 1.6 1.4 0.337
2 1.0 0.9 3.2 2.5 0.150
  β-Carotene 0 month 4.2 3.1 4.7 3.0 1.000
1 4.4 2.4 9.8 13.1 0.631
2 5.9 5.6 6.9 4.2 0.522
  Lycopene 0 month 4.6 0.5 4.7 0.7 0.522
1 4.8 1.2 4.9 1.3 0.749
2 4.8 0.7 3.7 0.3 0.004
  α-Tocopherol 0 month 4.2 1.7 5.4 1.2 0.262
1 4.5 1.7 7.6 1.2 0.010
2 5.8 1.7 6.9 1.9 0.337
  γ-Tocopherol 0 month 0.9 0.4 1.2 0.5 0.423
1 0.9 0.7 1.7 0.7 0.037
2 1.6 0.8 1.6 0.6 1.000
Mean values were significantly different in the Friedman test with Scheffe's method between before administration and
1 or 2 month after administration. *p <0.05
† Mann-Whitney U test among groups.
and 2 month after administration. §p <0.05
Mean values were significantly different in the Friedman test with Scheffe's method between 1 month administration
Daily chlorella supplementation 0 g (placebo group) 8 g
Parameters
PLOOH (pmol/mL packed cells)
Carotenoids (pmol/mL packed cells)














































Table 2.7 Plasma phospholipid hydroperoxides (PLOOH), carotenoids and tocopherol levels in the  
subjects before and after a total of 2 months oral intake of 0 (placebo) or 8g Chlorella  
/day/subject (Mean values and standard deviations) 43). 
 
Mean SD Mean SD p  †
  PCOOH
0 month 171.1 59.8 115.1 23.6 0.150
1 138.1 12.0 115.6 14.5 0.025
2 133.3 33.6 143.1 55.5 0.631
  Lutein 0 month 351.3 73.8 370.1 199.6 0.749
1 408.2 137.5 1523.9 648.8 0.055
2 430.5 213.3 1620.3 926.3 0.037
  Zeaxanthin 0 month 84.7 61.6 127.1 29.6 0.200
1 69.3 28.6 78.8 56.3 1.000
2 88.4 47.2 81.4 52.7 0.749
  β-Cryptoxanthin 0 month 111.1 67.6 106.7 68.2 0.631
1 172.4 127.7 151.4 54.0 0.873
2 209.4 109.2 298.2 197.6 0.522
  α-Carotene 0 month 130.5 56.1 180.3 173.3 1.000
1 109.1 46.8 364.3 184.7 0.025
2 99.5 39.0 382.5 231.3 0.037
  β-Carotene 0 month 380.1 118.3 371.7 220.1 0.749
1 411.2 229.9 644.2 326.6 0.262
2 414.9 270.2 659.6 358.9 0.150
  Lycopene 0 month 250.0 136.3 226.7 112.3 0.873
1 259.5 89.7 154.2 78.6 0.078
2 199.2 77.7 106.3 52.3 0.037
  α-Tocopherol 0 month 24.6 5.4 29.0 7.0 0.423
1 22.1 4.6 29.2 8.3 0.078
2 26.1 3.6 28.7 7.1 1.000
  γ-Tocopherol 0 month 6.0 2.2 7.4 4.3 0.749
1 4.4 2.6 5.0 1.9 0.631
2 6.3 2.3 5.7 1.3 0.423
† Mann-Whitney U test among groups.
PLOOH (pmol/mL plasma)
Tocopherols (nmol/mL plasma)
Daily chlorella supplementation 0 g (placebo group) 8 g
Parameters
Carotenoids (pmol/mL plasma)
Mean values were significantly different in the Friedman test with Scheffe's method between before administration and

































トキサンチン（クロレラには含まれていない）濃度が 2 ヶ月間の摂取で 3.6 倍（2 
pmol/mL packed cellsから 7.3 pmol/mL packed cellsに上昇）に上昇したことは想定外の





の摂取群で摂取 2ヶ月後にリコペンの濃度が有意に減少した（4.7 pmol/mL packed cells










ン脂質濃度が少し高かった（プラセボ群では 9.3 pmol/mL packed cells、クロレラ摂取
群では 11.9 pmol/mL packed cells）。そして、摂取 2ヶ月後の赤血球膜過酸化リン脂質
濃度はプラセボ群とクロレラ摂取群でほぼ同じ濃度となった（プラセボ群では 5.1 

























































































 以上の背景を踏まえ、本研究ではカロテノイドを内包した Tween-80装飾 PLGAナ






















































































































































































































































 Poly D,L-lactide-co-glycolide（PLGA、lactide:glycolide（50:50）、MW= 30,000-60,000）、






3.2.2. 実験動物  
 実験動物は 12週令の SDラット 9匹（体重 410～580g）を日本クレア株式会社から




に改変を加え溶媒蒸発法（solvent evaporation method）により作成した 72,73)。即ち、10 
mL蓋付きガラス瓶に 5%の PVA（Mw 30,000-70,000、87-90%% hydrolyzed、又はMw 
13,000-23,000、98% hydrolyzed）水溶液を 4 mL準備して水相とし、そこに 200 mgの
PLGAが含まれる 2 mLのジクロロメタンに 20 mgの β-カロテンまたは 1 mgのルテイ
ンが溶解している有機相を加え、超音波（40W、1min）してプレエマルションを作成
した。更にこのプレエマルションを 300 mL褐色ビーカー中でマグネチックスターラ
ーで撹拌状態にある 0.3%（w/v）の PVA（Mw 30,000-70,000、87-90% hydrolyzed、又





イドや余分な PVAを除くために遠心分離（11,000 g、20min）で集め、ミリ Q水で 3
回洗浄した。洗浄後のナノ粒子は 1 mLの 5%スクロース溶液（w/v、凍結乾燥時の保




















れた残渣をメタノール/メチル tert-ブチルエーテル（2:3、v/v、0.02% BHTを含む）100 
μL に再溶解させ分析に供した。β-カロテンとルテイン濃度の分析は、2.1.7.と同様の





3.2.7. ラットへの β-カロテン封入ナノ粒子の尾静脈注射 
 動物実験で使用した β-カロテン封入ナノ粒子は 3.2.3と同様に作成し、5%スクロー
ス溶液中で凍結乾燥したものを使用した。本研究では 13週令のラット 9匹を 3群に




群①Tween-80で覆った β-カロテン封入 PLGAナノ粒子投与群： 




















 冷凍保存していた臓器を解凍し、湿重量で 200 mgを量り取りサンプルチューブに
入れ、1 mM EDTAを含む生理食塩水を約 800 μLと、ステンレスビーズを 1個加えた。
Micro Smash TM MS-100R（トミー精工株式会社）を用い、冷却しながら 4800 rpm、





 臓器からのカロテノイドの抽出は Lunettaらの方法と同様に行った 75)。即ち、3.2.10.
で得られたホモジネートのうち、500 μLを分注し、10 mL用のねじ口ガラス試験官に
とり、氷上で 2.4 mLのエタノールを加えた。更に、11.5 Mの水酸化カリウム水溶液
150 μLと 0.6 M ピロガロールが含まれるエタノール溶液 200 μLを加え、30秒間ボル
テックスミキサーで撹拌した後に、試験管に蓋をしてブロックヒーター上でケン化
（80℃、2時間）した。その後、試験官を氷上に移し 2 mL の蒸留水を加え、ヘキサ









 実験データの統計処理は Excel 統計 2010（Social Survey Research Information（株））
を使用した。2群間の有意差検定では、対応のないノンパラメトリック検定の 1つで




















































































子の調製を行うに際し、分子量の小さい PVA （Mw 13,000-23,000）と分子量の大きい
PVA（Mw 30,000-70,000）を使用して調製した粒子の状態を比較したところ、分子量
の小さい PVAの平均粒径は 240 nmでそのゼータ電位は-4.26mVであり、分子量の大
きい PVAの平均粒径は 286 nmでそのゼータ電位は-23.3mVだった。粒子のサイズは
分子量の大きい PVA で作成した方が大きかったが、ゼータ電位のマイナスの絶対値
も大きく、こちらの粒子の方が血流を流れやすいと考え、今後の調製では分子量の大


















3.3.4. UV-HPLC分析による投与 1時間後の各臓器への β-カロテンの蓄積について 
 （Table 3.2）にナノ粒子を投与した 1時間後の脳、肺、血漿中の β-カロテン濃度を
示した。脳では、PLGA の表面を Tween-80 で覆うことによる β-カロテンの移行量増
加は確認されなかった。肺は、粒子表面を Tween-80 で覆うことによって β-カロテン
濃度が約 350倍に増加した。血漿では、Tween-80で覆わなかった粒子を投与した群は、































































NO  sucrose 5%  sucrose   
Freeze dried nano particle
Resuspended in water
粒径(nm)






























) 225±29 nm259±79 nm
ζ=-24.82 mV ζ=-26.26 mV

































diamater (nm) diamater (nm)
Fig. 3.6 Photograph and mean diameter of lutein nano particles after freeze dried (with 









































Fig. 3.7 Photograph of nano particles mixed by voltex mixer and 5 minutes after stored.  
A: blank nano particles after freeze dried with 5% sucrose and resuspended  
in water. B: β-Carotene nano particles after freeze dried with 5% sucrose  










































Fig. 3.8 SEM images of freeze dried β-carotene nano particles with 5% sucrose or not. 









































Fig. 3.9 Photograph of rat plasma and lung 1 hour after iv injection of nano particle. 
Left: Control group, Middle: β-carotene-PLGA-NP group,  




















































Table 3.1 Effect of molecular weight of PVA and Tween-80 concentration on particle  
size and zeta potential of β-carotene nano particles. 
Content in NP MW of PVA Particle size (nm)a,b Zeta potential(mV)
Blank 30,000-70,000 none 256 ± 25 -26.41
β-carotene 13,000-23,000 none 240 ± 29 -4.26
β-carotene 30,000-70,000 none 286 ± 93 -23.3
β-carotene 30,000-70,000 1 % Tween-80 259 ± 62 -24.01
β-carotene 30,000-70,000 1.5 % Tween-80 264 ± 67 -24.35
aValues given are mean ± standard deviation.












































Table 3.2 Concentration of β-carotene in different organs (Brain, Lung, Plasma)  






Mean values were significally different in Mann–Whitney U test between β-carotene-PLGA-NP group
and Tween-80-β-carotene-PLGA-NP group. *P<0.05
a1 hour after iv injection of blank PLGA nano particle suspended in normal saline.
b1 hour after iv injection of β-carotene containing PLGA nano particle suspended in normal saline.



















はクルクミン封入 PLGAナノ粒子（平均粒径 160 nm、ゼータ電位-12.5mV）を SDラ
ットに大腿静脈投与することで、PLGAナノ粒子に封入したクルクミンを投与した群
では、封入しなかった群と比較して投与 30 分後では脳内のクルクミン濃度が約 3 倍
に上昇している。しかし、この報告では粒子の表面を覆う検討はしていない。PLGA
ナノ粒子の粒子表面への Tween-80 装飾の有効性を検証した脳への送達は、蛍光物質
であるクマリン-6 を内包し、Tween-80 で表面を覆った PLGA ナノ粒子の報告がある
62)。この報告では、25 mgのナノ粒子（平均粒径 263 nm、ゼータ電位-21mV）を Fischer
ラットに尾静脈投与し、何も表面を覆わなかった PLGAナノ粒子を投与した群と比較









ナノ粒子の脳輸送に関しては 1 報のみ報告があり、この報告では作成した Tween-80
で覆った β-カロテン封入 PLGAナノ粒子（平均粒径 170nm、ゼータ電位−18mV）を 2 
mg/kgの β-カロテン分 SDラットに腹腔内投与すると、何も表面を覆わなかった PLGA
ナノ粒子を投与した群と比較して、Tween-80で覆った群ではラット脳ホモジネート中
































は、ナノ粒子の調製の際に使用した β-カロテンの量が 20mgで、ルテインが 1mgと少
量だったため、β-カロテンはこの調製条件での粒子へ封入可能な最大量を超えたため
と考えた。 
 β-カロテン封入 PLGAナノ粒子投与群では尾静脈投与後 1時間経過した血漿の色が
オレンジ色であることを目視で確認し、β-カロテン濃度は Tween-80 で覆った粒子を




が確認されている 83,84)。よって、Tween-80 で表面を覆わなかった PLGA ナノ粒子は
表面にアポ E蛋白質以外にも、様々なタンパク質（アルブミンなど）が接着し、臓器
へ取り込まれにくくなり血中に滞留していたと考えられた。ラットの肺は、Tween-80
で表面を覆った β-カロテン封入 PLGA ナノ粒子投与群でオレンジ色をしており、


























87-89)、PLGA ナノ粒子においても 450mM のスクロースの存在によってエンドサイト
ーシス阻害がヒト結腸癌由来細胞やヒト血管平滑筋細胞で確認されている 90,91)。本研
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